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Pět látek ze skupiny látek tzv. produktů osobní hygieny, které jsou známé svou 
obtížnou degradabilitou a běžnou detekcí v životním prostředí, bylo testováno 
z hlediska toxicity pomocí dvou rybích tkáňových liniích (RTgill-W1 a RTG-2) 
izolovaných ze pstruha duhového (Oncorhynchus miykiss). Testovanými látkami byli 
hexadecylpyridinium chlorid (HDP), chlorhexidin (CHX), octenidin (OCT), thymol 
(THM) a triclosan (TCS), 
S každou z těchto látek byl proveden test na viabilitu buněk s použitím protokolů 
Alamar Blue™ (AB), 5-karboxyfluorescein diacetát acetoxymethyl ester (CFDA-AM) 
a neutral red (NR). Výsledky byly použity pro konstrukci křivek dávka-odpověď spolu 
s hodnotou EC50 pro každou z těchto látek. Hodnoty EC50 se pohybovaly u RTgill-W1 
od 0,51 (HDP) do 33,75 µg.ml-1 (THM) a u RTG-2 od 0,31 (HDP) do 33,37 µg.ml-1 
(THM). Byl zpracován i teoretický odhad LC50 podle Tanneberger et al. (2013). 
U všech látek byla sledována aktivita cytochromu P450 1A pomocí 7-ethoxyresorufin-
o-deethylázy (EROD), z čehož čtyři se statisticky prokázaly jako tzv. EROD pozitivní, 
nejvyšší odezva EROD byla naměřena u nejtoxičtější z chemikálií - HDP. Jediný TCS 
nevykazoval statisticky významnou aktivitu cytochromu P450 1A. Dále byl měřen 
oxidativní stres s fluorescenčním barvivem dichlorofluorescein (DCFH-DA), přičemž 
statisticky významná tvorba reaktivních forem kyslíku (ROS) byla prokázána u čtyř 
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Five substances from the group of so-called personal care products, known for 
their low degradability and regular environmental detection, were tested for toxicity 
using two fish tissue lines (RTgill-W1 a RTG-2) isolated from rainbow trout 
(Oncorhynchus miykiss). The tested substances were hexadecylpyridinium chloride 
(HDP), chlorhexidine (CHX), octenidine (OCT), thymol (THM) and triclosan (TCS). 
A cell viability assay was performed with each of these compounds using 
Alamar Blue ™ (AB), 5-carboxyfluorescein diacetate acetoxymethyl ester (CFDA-AM) 
and neutral red (NR) protocols. The results were used to construct dose-response curves 
along with an EC50 value for each of these substances. The EC50 values ranged from 
0,51 (HDP) to 33,75 µg.ml-1 (THM) for RTgill-W1 and from 0,31 (HDP) to 33,37 
µg.ml-1 (THM) for RTG-2. The theoretical LC50 estimation was calculated according 
to Tanneberger et al. (2013). For all substances, cytochrome P450 1A activity was 
monitored using 7-ethoxyresorufin-o-deethylase (EROD), four out of five tested 
chemicals were statistically positive for EROD, the highest EROD response was 
observed for the most toxic compound - HDP. Only TCS did not show statistically 
significant cytochrome P450 1A activity. In addition, oxidative stress was measured 
with the fluorescent dye dichlorofluorescein (DCFH-DA), with statistically significant 
increase of reactive oxygen species (ROS) production in four out of those five 
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96h LC50 koncentrace, která způsobuje 50% úmrtnost při daném efektu po 96 
hodinách expozice 
AhR receptor pro aromatické uhlovodíky (z angl. Aryl Hydrocarbon Receptor) 
ATCC  Americká sbírka typových kultur (z angl. American Type Culture 
Collection) 
BSA hovězí sérový albumin (z angl. Bovine Serum Albumin) 
CF 5-karboxyfluorescein 
CFDA-AM 5-karboxyfluorescein diacetát acetoxymethyl ester 
CYP1A cytochrom P450 1A 
DCFH-DA dichlorofluorescein diacetát 
DCF dichlorofluorescein 
DMSO   dimethyl sulfoxid 
DPBS fosfátový pufr 
EC50 koncentrace, která způsobuje 50% účinek daného efektu 
EC05 koncentrace, která způsobuje 5% účinek daného efektu 
ECACC Evropská sbírka buněčných kultur (z angl. European Collection of Cell 
Culture) 
EMEM Eaglovo minimální esenciální médium (z angl. Eagle's Minimal Essential 
Medium) 
ER roztok ethoxyresorufin roztok 
EROD  ethoxyresorufin-o-deethyláza 




HDP  hexadecylpyridinium chlorid 
HepG2 nádorová lidská jaterní buněčná linie 
HMEM Hankovo minimální esenciální médium (z angl. Hank´s Minimal 
Essential Medium) 
CHX chlorhexidin 
L-15  Leibovitz L-15 médium 
L-15/ex Leibovitz L-15 médium expoziční 
LC50 koncentrace, která způsobuje 50% úmrtnost při daném efektu 
LOEC nejnižší koncentrace s pozorovaným účinkem (z angl. Lowest Observed 
Effect Concentration) 
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrazolium bromid 
NOEC nejvyšší koncentrace bez pozorovaného účinku (z angl. No Observed 
Effect Concentration) 
NR 3-amino-7-dimethylamino-2-methylphenazin hydrochlorid (Neutral Red) 
OCT  octenidin 
OPE roztok octenidinu a fenofyethanolu 
PAU polyaromatické uhlovodíky 
PCB  polychlorované bifenyly 
PCPs produkty osobní hygieny (z angl. Personal Care Products) 
Pen-Strep směs penicilinu a streptomycinu 
PLHC-1 jaterní buněčná linie Poeciliopsis lucida 
PPCPs   farmaka a produkty osobní hygieny (z angl. Pharmaceuticals and 
Personal Care Products) 
RCF relativní centrifugací síla (z angl. Relative Centrifugal Force) 
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ROS   reaktivní formy kyslíku (z angl. Reactive Oxygen Species) 
RTG-2 tkáňová linie ze pstruha duhového izolovaná z gonád 
RTgill-W1   tkáňová linie ze pstruha duhového izolovaná ze žaber 
Saos-2 osteoblastická buněčná linie 
SD směrodatná odchylka 
TCS   triclosan 
THM   thymol 




Ekotoxikanty jsou dle definice látky antropogenního původu mající potenciál 
negativně ovlivňovat životní prostředí i ve velice nízkých koncentracích (Connell et al., 
1999). Při vstupu ekotoxikantů do životního prostředí nastává riziko, že jejich působení 
mohou být vystaveni i lidé. Pochopení, jak ekotoxikanty působí na ryby, nám může 
posléze pomoci při hodnocení rizik spojených s přítomností těchto látek v životním 
prostředí. V neposlední řadě má studium vlivu ekotoxikantů i hospodářský 
a ekonomický význam. Zejména v rybářství je důležité zdraví a celková kondice ryb, 
a proto je nutné sledovat, jak např. krmivo nebo léčivo jednoho druhu ryb ovlivňuje 
druhy jiné (Bols et al., 2005). Kromě zmíněných látek, lze ryby použít jako modelové 
organismy pro studium potencionálně negativních účinků/ekotoxicity nejrůznějších 
xenobiotik. Zároveň se použití tkáňových linií v posledních letech jeví jako vhodná 
alternativa oproti testování cílených látek na živých rybách. 
Tato práce se zabývá vybranými látkami ze skupiny tzv. produktů osobní 
hygieny (PCPs), které jsou běžně přidávané např. do zubních past, ústních vod, pleťové 
a vlasové kosmetiky a opalovacích krémů chránících před UV zářením. Na rozdíl od 
farmak, produkty osobní hygieny nemusejí procházet lidským tělem, ale při používání 
vstupují do životního prostředí odpadními vodami při sprchování, koupání nebo čištění 
zubů (Ternes et al., 2004). Vzhledem částečně lipofilní povaze většiny těchto látek 
dochází k jejich částečné sorpci na kal z čistíren odpadních vod a posléze i na vodní 
sedimenty (Östman et al., 2017, McClellan and Halden, 2010). 
Cílem této práce bylo otestovat vybrané látky ze skupiny PCPs in vitro na dvou 
typech rybích tkáňových linií a získat tak zcela nové informace o jejich potencionální 
toxicitě. Výsledky mohou doplnit řadu již publikovaných in vitro experimentů 
s různými typy buněk (např. Dayeh et al., 2002, Kienzler et al., 2012, Caminada et al., 
2006). 
Za tímto účelem byly provedeny testy na tkáňových liniích ze pstruha duhového 
(Oncorhynchus mykiss), konkrétně byly použity tkáňové linie žaberních buněk (RTgill-
W1) a buněk gonád (RTG-2). U obou buněčných linií byla testována životaschopnost 
buněk pomocí protokolů s fluorescentními barvivy, které jsou běžně v publikacích 
pro hodnocení cytotoxicity potencionálně nebezpečných látek používány. Podle 
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výsledných hodnot EC50 byly poté predikovány hodnoty LC50 pro živé ryby. Dalšími 
testy bylo měření indukce aktivity cytochromu P450 1A, kde je využito zvýšení 
koncentrace tohoto enzymu v organismu vlivem expozice xenobiotiku, a sledování 
oxidativního stresu po vystavení testovaných látek buněčné linii. Během vystavení 
organismu xenobiotiku se zvyšuje hladina reaktivních forem kyslíku a kvůli této 
nerovnováze vzniká již zmíněný oxidativní stres. 
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2 Teoretická část 
2.1 Tkáňové linie 
Testování akutní toxicity na rybách je jeden z nejčastěji používaných testů 
na zvířatech při hodnocení rizik pro životní prostředí. Tento test vyžaduje až 60 ryb 
a trvá 5 dní, kdy se produkují litry toxického odpadu a následkem je úhyn testovaných 
ryb (OECD, 2019). V roce 2011 bylo podle poslední sedmé zprávy o statistických 
údajích týkajících se počtu zvířat používaných pro pokusné a jiné vědecké účely v 
členských státech Evropské unie pro požadavky REACH použito zhruba 324 000 ryb 
(Commission for Europen Communities, 2013), což je oproti roku 2008 více než 
dvojnásobek (Commission for Europen Communities, 2010).  
Taktéž v České republice dochází k nárůstu spotřeby ryb k pokusným 
a laboratorním účelům, viz obr. 1: 
 
Obr. 1: Křivka vyobrazuje spotřebu ryb (v ks) pro pokusné a laboratorní účely 
od roku 1995 do roku 2018, kdy dochází k jejímu maximu – 96 720 ks ryb (16 150 kusů 
druhu danio pruhované (Danio rerio), 80570 kusů ostatních druhů ryb). Nejvíce ryb 























































































































Danio pruhované a pstruh duhový jsou celosvětově nejpoužívanější ryby 
při testech akutní toxicity. Právě nadměrné používání živých ryb a další níže uvedené 
důvody vedou ke snaze využívat buněčné modely, které mohou fungovat jako žádoucí 
náhrada za živé ryby. Plné nahrazení in vivo experimentů však zatím není možné 
(Schirmer, 2006). 
Dosud nejvhodnější alternativou se jeví právě in vitro testy s tkáňovými liniemi. 
Tkáňové kultury umožňují sledovat cytotoxicitu v kontrolovatelných a předem 
definovaných podmínkách. Oproti studiím se živými zvířaty poskytují tkáňové linie 
několik výhod, mezi něž patří: rychlejší dosažení výsledků, méně toxického odpadu, 
snadnější péče, nižší náklady a především omezení testování na živých zvířatech (Bols 
et al., 2005). Navíc interpretace výsledků je snadnější, protože v systému chybí 
složitosti spojené s in vivo pokusy, jako je např. bioakumulace, individualita jedinců 
apod. Naproti tomu je výhodou in vivo experimentů oproti in vitro možnost pozorování 
přímé reakce testovaného organismu na aplikovanou cizorodou látku spolu se všemi 
toxikodynamickými a toxikokinetickými procesy, jako jsou např. přestup do těla, 
metabolismus, hormonální sekreci, vylučování apod. (Bhanushali et al., 2010). In vitro 
modely totiž nezahrnují celý rozsah míst účinku (přestupy do organismu přes kůži nebo 
sliznice) a neumožňují předpovědět reakci organismu jako celku různých tkání, kde 
probíhá nesčetné množství biochemických procesů, které mohou být testovanou látkou 
ovlivněny (Pampaloni et al., 2007). 
Tkáňové linie se dají získat ze dvou zdrojů; sbírka kultur nebo vědecká 
komunita. Jedním z nejznámějších zdrojů je Americká sbírka typových kultur (ATCC), 
která jako jeden z největších zdrojů shromažďuje až 4 000 lidských buněčných linií, 
buněčné linie až ze 150 druhů zvířat a další. Další zdrojem může být Evropská sbírka 
buněčných kultur (ECACC). Nejsložitější variantou je v neposlední řadě možnost 
izolace vlastní tkáňové linie v laboratoři. 
Savčí vs. rybí tkáňové linie 
Vývoj a použití rybích tkáňových linií je víceméně odvozeno od zkušeností 
se savčími tkáňovými liniemi. Kultivace rybích a savčích tkáňových linií je prováděna 
v obdobných médiích, avšak s výrazně odlišnou teplotou. Rybí tkáňové linie jsou 
snadno kultivovatelné ve většině bazálních médiích, které byly optimalizovány 
pro savčí buňky, a to i se stejnými aditivy, např. fetální hovězí sérum (FBS). Savčí 
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buňky jsou kultivovány při teplotách 34-37 °C. Rybí buňky, buňky ektotermních 
živočichů, snesou širší rozpětí teplot. Např. buňky pstruha duhového (Oncorhynchus 
mykiss) je možné kultivovat v teplotách od 5-26 °C, přičemž optimální teplota pro růst 
je 18-22 °C. Pokud není k dispozici termostat, rybí buněčné linie je možné kultivovat 
i při pokojové teplotě (Bols et al., 2005). Se studenokrevností souvisí i nižší rychlost 
metabolismu, díky čemuž lze buňky uchovávat s menší péčí po delší dobu. 
U buněčných linií z mořských druhů ryb musí být navíc upravena osmolarita. Celkově 
jsou rybí tkáňové linie oproti savčím snadnější na údržbu a manipulaci (Wolf and 
Quimby, 1976). 
 
2.2 Typy kultur živočišných buněk 
Existují tři typy kultur, které lze při studiu živočišných buněk použít. Prvním 
typem je primární kultura (primokultura), ze které je právě buněčná kultura (sekundární 
kultura) vyvinuta (Bols et al., 2005). Zpravidla jde o směs různých typů buněk původní 
tkáně. O tom, jak získat z primární kultury pstruha duhového buněčnou kulturu, 
pojednává publikace autorů Bols et al. (1994). Buněčná kultura vzniká po první pasáži 
primokultury a zaniká po 30-50 děleních (Hayflickova mez). Pojem Hayflickova mez 
nebo také Hayflickův limit byl definován v roce 1961 pro lidské buňky, které mohou 
prodělat jen omezený počet dělení (Hayflick and Moorhead, 1961). Dalším typem je 
buněčná linie (trvalá buněčná linie), kterou je možné uchovávat v řádu měsíců (Bols et 
al., 2005). 
Největší rozdíly mezi těmito typy je délka jejich „života“. Primární kultura je 
iniciována z buněk, tkání nebo orgánů a její životnost je pouze v řádu několika dní (Lee 
et al., 2009). Extrémní výjimkou jsou například hematopoetické kultury ze pstruha 
duhového ze sleziny a z hlavové (přední) části ledviny, které mohou být udržovány 
po dobu až jednoho roku (Ganassin and Bols, 1996). Primární kultura je ukončena 
rozdělením buněk do nových kultivačních nádob (Schaeffer, 1990). Počet buněk díky 
proliferaci roste, proto je nutné snižovat hustotu buněk rozdělováním do dalších 
kultivačních nádob, jako jsou např. kultivační lahve nebo Petriho misky. Tomuto 
procesu se říká tzv. pasážování buněk, jehož součástí je odlepení buněk od povrchu 
kultivační nádoby (u adherovaných buněk) nebo centrifugace (u suspenzních buněk) 
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a výměna růstového kultivačního média. Buněčnou kulturu je možné zamrazit 
pro dlouhodobé uskladnění a pozdější použití (Bols et al., 2005). 
Díky možnosti pasážování a vyšší homogenitě jsou buněčné linie nejvhodnější 
pro rutinní experimenty a testování. Další výhodou oproti primárním kulturám je, že 
buněčné kultury a linie poskytují právě díky pasážování větší množství buněk, neboť 
některé orgány ryb nebo samotné druhy nejsou dostatečně velké na to, aby poskytly 
dostatek materiálu pro primární kulturu potřebnou pro expozici xenobiotiku. 
Nevýhodou primárních kultur je také obtížný a finančně náročný chov ryb potřebných 
pro izolaci zmíněné kultury (Bols et al., 2005) 
 
2.3 Rybí tkáňové linie 
Tkáňové linie z druhů kostnatých ryb jsou vyvinuty z nejrůznějších orgánů, jako 
jsou např. ploutve, srdce, slezina, žábry, gonády, játra nebo mozek (Fryer and Lannan, 
1994). Do roku 2011 bylo izolováno 283 buněčných linií z ryb (Lakra et al., 2011), 
přičemž největší počet linií byl izolován z kaprovitých a lososovitých druhů (Fryer and 
Lannan, 1994). Od této doby nebyl publikován žádný souhrnný přehled, který by 
sumarizoval nové buněčné linie izolované z ryb, přestože od té doby nové linie vznikají 
(Kapoor et al., 2013, Chen et al., 2019). 
Jak již bylo zmíněno, většinu rybích kultur lze kultivovat v obdobných médiích 
vyvinutých pro savčí tkáňové linie. Požadavkům pro buňky savců, ptáků, obojživelníků 
i ryb se nejvíce blíží Eagle's Minimal Essential Medium (EMEM) doplněné fetálním 
hovězím sérem, které je ze všech dostupných doplňků nejpoužívanější (Wolf and 
Quimby, 1966, Lakra et al., 2010). Složení tzv. Eaglova média bylo poprvé definováno 
v roce 1955 (Eagle, 1955). Přídavek séra se podle dostupné literatury pohybuje od 5–20 
objemových % (Dayeh et al., 2002, Lee et al., 2009, Fischer et al., 2019). Další média 
často využívaná u ryb jsou například Glasgow MEM, Hank´s MEM (HMEM) nebo 
Leibovitz´s L-15 (L-15). U média L-15 není díky jeho složení vyžadována kultivace 
buněk při 5% CO2 atmosféře (Leibovitz, 1963), a proto je využíváno nejvíce a to až 





Počátek buněčných kultur začíná v roce 1885, kdy Roux kultivoval embryonální 
kuřecí buňky ve fyziologickém roztoku. Poté v roce 1887 byl Arnoldem pozorován 
pohyb a chování žabích buněk. Avšak o první tzv. „tkáňovou kulturu“ se jednalo až 
v roce 1907, kdy Harrison po několik týdnů kultivoval a pozoroval růst buněk nervové 
tkáně žabího pulce na koagulované žabí lymfě. Od té doby se kultivace začala rozvíjet 
a kultivační metody zdokonalovat (Biologie a genetika pro bakaláře, 2014). 
První rešeršní práce o rybích tkáňových kulturách je z roku 1914 (Osowski, 
1914). V roce 1916 bylo popsáno médium založené na mořské vodě (Lewis, 1916). 
Jedna z prvních rozsáhlejších prací věnující se rybím tkáňovým liniím je publikace 
od Cameron (1950), která přinesla velké množství informací o tkáňových liniích a 
rybích buňkách a zároveň poskytla základ pro vývoj dalších technik a metod pro práci 
s rybími buňkami. 
První rybí buněčná linie byla izolována ze pstruha duhového a to konkrétně 
ze směsi samčích a samičích gonád s označením RTG-2 (Wolf and Quimby, 1962). 
První souhrn rybích buněčných a tkáňových linií byl vytvořen Wolfem a Mannem 
(1980). Poslední takový přehled byl publikován v roce 1994 autory Fryer a Lannan, 
který popisuje 159 buněčných linií, které jsou vyvinuty ze 74 druhů ryb. Tento souhrn 
doplňuje publikace z roku 2010 (Lakra et al.) o dalších 124 nových buněčných linií.  
 
2.3.2 Morfologie 
Buňky jednotlivých buněčných linií se od sebe tvarově liší. Tvar buněk se liší 
také v závislosti na hustotě buněk v kultivační nádobě a na fázi buněčného cyklu (Bols 




Obr. 2: Příklad tvarové rozdílnosti buněk z buněčné linie RTgill-W1 při nízké 
denzitě (vlevo) a při vyšší denzitě buněk (vpravo) – monovrstva (zvětšení 100x) (foto 
vlastní) 
RTgill-W1 
Buněčná linie RTgill-W1 je linie získaná ze žaberních vláken dospělého pstruha 
duhového (Oncorhynchus mykiss) (Bols et al., 1994). Jádra buněk linie RTgill-W1 jsou 
kulatého až oválného tvaru a vykazují epiteliální morfologii (Lee et al., 2009). 
Mitochondrie jsou obvykle kulaté. Při nízké denzitě mají buňky vřetenovitý 
nepravidelný tvar (Bols et al., 1994), viz obr. 3. Tato buněčná linie je vhodná pro testy 
akutní toxicity, neboť žaberní epitel je jedním z primárních míst příjmu toxikantů 
vyskytujících se ve vodě (Tanneberger et al., 2013). Buněčná linie RTgill-W1 se běžně 




Obr. 3: Buněčná linie RTgill-W1 pod mikroskopem (zvětšení 100x) (foto 
vlastní) 
RTG-2 
Buněčná linie RTG-2 je mixem samčích a samičích gonád pstruha duhového 
(Oncorhynchus mykiss) (Wolf and Quimby, 1962). Buňky mají oproti RTgill-W1 
podlouhlý tvar a vykazují fibroblastickou morfologii, viz obr. 4. Buněčná linie RTG-2 
se kultivuje v EMEM médiu při 5% CO2 atmosféře (Ferrero et al., 1998) nebo je možná 
i kultivace bez CO2 atmosféry v L-15 médiu (Reinhart and Lee, 2002). 
 
Obr. 4: Buněčná linie RTG-2 pod mikroskopem (zvětšení 100x) (foto vlastní) 
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2.4 Péče o buněčné kultury 
Se všemi tkáňovými liniemi se pracuje ve sterilním prostředí v rámci 
laminárního flow boxu, čímž je zamezeno možnosti kontaminace. Kultivační médium 
tvoří vrstvu kapaliny nad adherovanými buňkami v lahvi. Obsahuje fosfátový pufr 
obohacený o anorganické soli, esenciální aminokyseliny, vitamíny, mastné kyseliny 
nebo lipidy (Wolf and Quimby, 1969). Do média jsou dále přidávána séra, která 
doplňují významné organické látky, např. hormony a růstové faktory. Častým 
organickým aditivem je FBS, které obsahuje právě nejvíce růstových faktorů. FBS se 
získává z plodu březích krav určených k porážce, a to bez anestezie. Díky tomu je tato 
metoda odběru FBS často kritizována (Jochems et al., 2002). Optimální pH média je 
7,4. Jako indikátor změny pH lze do média přidat např. barvivo fenolová červeň 
(obsažena např. v EMEM médiu). Rostoucí buňky vylučují do média kyselé metabolity, 
jimiž je pH média snižováno a médium žloutne, to značí nutnost jeho výměny. I teplota 
a koncentrace CO2 mohou pH média ovlivnit, proto je třeba zamezit náhlým změnám 
podmínek (Biospherix, 2019). 
Pasážováním buněk se rozumí cílené snižování hustoty buněk v kultivační 
nádobě spojené s odlepením adherovaných buněk pomocí trypsinu od povrchu lahve 
a přenesení do nové nebo stejné nádoby. Pasážování se provádí při pokryvnosti cca 
80 % kultivační lahve, stav narostlých buněk je kontrolován pod mikroskopem. Aktivní 
látkou při inhibici trypsinu je právě fetální hovězí sérum. K pasážování dochází při 
vysoké hustotě buněk v lahvi, při potřebě buňky „namnožit“ do více kultivačních lahví 
nebo pro použítí buněk do experimentů. V takovém případě se koncentrace buněk 
upravuje podle potřeby. K počítání buněk je možné použít Bürkerovu počítací komůrku 
nebo automatickou počítací komůrku, která byla využita v této práci. 




Obr. 5: Růstová křivka buněk (upraveno podle Eppendorf Handling Solutions, 
2019) 
První fází (I) je lag fáze, kdy počet buněk vlivem adaptace na kultivační 
prostředí nejdříve mírně poklesne a poté začne populace rapidně narůstat. Následuje 
logaritmická neboli log fáze (II), kdy počet buněk narůstá exponenciálně. Ve stacionární 
fázi (III) se buňky díky vyčerpání živného média a inhibičním mechanismům přestávají 
množit. Poslední je fáze úbytku buněk (IV), ke kterému dochází vlivem nedostatku 
živin a snížení pH. Může také docházet ke kumulaci toxických metabolitů (Eppendorf 
Handling Solutions, 2019) 
 
2.4.1 Zamrazování buněk 
Buněčné linie podléhají změnám, které jsou způsobeny stárnutím buněk nebo 
změnami prostředí. Pro zachování homogenity linie je nutné buňky kryogenně uchovat 
a v případě potřeby znovu rozmrazit. Teploty pod ­130 °C zajišťují úplné zastavení 
biologického času, čímž se výrazně prodlužuje životnost buněk (Mazur, 1984). 
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Během počátečního chlazení (z pokojové teploty na 0 °C) se zpomaluje buněčný 
metabolismus, narušuje se aktivní transport a iontové pumpy. Vlivem chlazení se 
vytvářejí ledové krystaly v extracelulárním prostředí, které zvyšuje koncentraci 
rozpouštědla (nejčastěji dimethyl sulfoxid) v kultivačním médiu. Díky tomu se voda 
dostává z buněk do částečně zmrazeného média v extracelulárním prostoru a dochází 
k procesu dehydratace a smrštění buňky. Při tomto procesu závisí na rychlosti chlazení. 
Pokud je chlazení příliš rychlé, vzniknou ledové krystaly před dehydratací a mohou 
narušit buněčné organely a membrány, to má za následek smrt buňky při rozmrazování. 
I při pomalém zchlazení však může dojít k buněčné smrti. Buněčným smršťováním 
může dojít k poškození membrány, cytoskeletu i organel (Mazur, 1984). S využitím 
speciálního mrazícího boxu je možné dosáhnout rychlosti chlazení buněčné suspenze 
1 °C za minutu.  
Výhody zamrazených kultur 
• Mezi jediné finanční náklady patří udržení buněk při velmi nízkých 
teplotách, tzn. zajištění mrazícího boxu s teplotou cca -130 °C.  
• Takto uložené kultury jsou zdrojem při doplnění ztrát živých buněk např. 
při kontaminaci.  
• U buněk zamrazených na -130 °C a méně nedochází prakticky k žádným 
změnám a je možné se k nim kdykoli vrátit, např. při dlouhodobých 
pokusech. 
 
2.5 Využití v ekotoxikologii 
Ryby jsou důležitou skupinou obratlovců při hodnocení ekotoxicity 
nejrůznějších kontaminantů, které mají antropogenní původ a dostávají se do vody 
zejména právě lidskou činností. Kromě ekotoxikologie nacházejí rybí tkáňové linie, 
jakožto vhodná alternativa k živým rybám, další využití v oblasti endokrinologie, 
imunologie, virologie, biotechnologie a akvakultury a další. Rybí tkáňové linie jsou 
v ekotoxikologii využívány více než savčí, neboť chemikálie a vodné vzorky mohou být 
buňkám aplikovány v takových teplotách, kterým jsou běžně ryby chemikáliím 
vystaveny (Bols et al., 2005). 
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Hodnocení cytotoxicity může být provedeno různými způsoby, při kterých se 
sleduje zejména životaschopnost buněk. Obvyklá expozice při těchto testech je 72 
a méně hodin, tudíž se jedná o akutní nebo krátkodobý test (Bols et al., 2005). Testy 
cytotoxicity jsou založeny na různých buněčných funkcích a v současné době je 
využíváno široké spektrum těchto testů. Výběr vhodné metody je důležitý bod 
pro sledování cytotoxicity. Při výběru testu je třeba vzít v úvahu důležité parametry, 
jako je např. proveditelnost testu v laboratoři, testované chemikálie, detekční 
mechanismus a citlivost testovaného organismu. První publikací věnující se toxicitě 
a využití tkáňových linií je z roku 1968 (Rachlin and Perlmutter, 1968). 
Konkrétní využití 
Výsledky in vitro toxicity bývají porovnávány s in vivo experimenty s živými 
rybami (Schirmer, 2006) nebo s Daphia (Caminada et al, 2006). Časté je také použití 
vodných vzorků, které se u rybích tkáňových linií nabízí; konkrétně v publikaci Dayeh 
et al. (2002) jsou využity stejné testy k měření cytotoxity jako v této práci. Publikace 
autorů Caminada et al. (2006) testuje cytotoxicitu farmak na dvou tkáňových liniích 
RTG-2 a PLHC-1 (jaterní buněčná linie Poeciliopsis lucida), jejichž výsledky jsou mezi 
sebou porovnány. Farmaka jsou předmětem experimentů i v publikaci Laville et al. 
(2014), kde je měřena jak cytotoxicita, tak EROD, i tvorba ROS, jako je tomu v této 
práci. Měření aktivity cytochromu P450 je využito i v publikaci autorů Kienzler et al. 
(2012), kde jsou výsledky a jejich porovnání u třech rybích tkáňových linií, nebo 
v publikaci Jönsson et al. (2006), kde jsou testovanými látkami persistentní organické 
polutanty. 
 
2.5.1 Měření životaschopnosti buněk 
Při práci s buňkami je jedním ze základních sledovaných parametrů stanovení 
jejich životaschopnosti (viability). Tímto termínem se rozumí určení poměru živých 
a mrtvých buněk v populaci. Detekce životaschopnosti buněk je zásadní např. 
v toxikologii, ekotoxikologii nebo ve farmakologii pro hodnocení účinků vyvolaných 
zkoumanými látkami, ať už chemikáliemi nebo vzorky kontaminovaného životního 
prostředí. Testování životaschopnosti buněk je důležité také při běžné práci s kulturami, 
např. při zamrazování buněk. 
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Existuje několik metod pro zjišťování životaschopnosti buněk. První skupina 
metod pro analýzu viability je založena na neporušenosti a selektivní propustnosti 
plazmatické membrány živé buňky. Tuto skupinu metod můžeme rozdělit na testy 
kolorimetrické a fluorescenční. Do této skupiny spadá test s indikátorovým barvivem  
Neutral Red (NR; pro lyzozomální membránovou integritu), který byl použit v této 
práci nebo např. MTT test (Aslantürk, 2018). Další skupinu pak mohou tvořit metody 
studia životaschopnosti buněk založené na detekci funkčního metabolismu. Principem 
těchto metod je schopnost živé buňky metabolizovat substrát na derivát, který je 
následně možné detekovat. Do této skupiny patří např. testy využívající fluorescenční 
indikátorová barviva Alamar Blue™ (AB; pro zjištění metabolické aktivity), CFDA-
AM (pro buněčnou membránovou integritu). Vybrané testy pro tuto práci jsou běžně 
používány (Dayeh et al., 2002, Tannenberger et al., 2013). 
Indikátorové barvivo Alamar Blue™ je používáno k měření metabolické 
aktivity. Test je založen na schopnosti živých buněk redukovat resazurin (původní 
název pro Alamar Blue™) na resorufin, viz obr. 6. Nefluorescentní AB je redukována 
na růžové fluorescentní barvivo buněčnou aktivitou, zejména spotřebou kyslíku 
metabolismem (O´brien et al., 2000). Nevratná redukce resazurinu na resorufin může 
probíhat i díky mitochondriálním enzymům (De Fries and Mistuhashi, 1995). Resorufin 
je poté detekován spektrofotometricky nebo fluorometricky. Výhodou testu AB kromě 
cenové dostupnosti je, že nevykazuje žádné cytotoxické účinky při nízkých 
koncentracích vůči buňkám (při expozici maximálně 4 hodiny) (Gloeckner et al., 2001), 
a tak testované buňky nejsou zničeny, což umožňuje provádět na stejné sadě buněk další 




Obr. 6: Ireverzibilní přeměna nefluorescentního resazurinu na fluorescentní 
resorufin 
5-karboxyfluorescein diacetát acetoxymethyl ester  (CFDA-AM) je dalším 
fluorescentním barvivem, které se používá ve studii cytotoxicity. Toto barvivo indikuje 
jak enzymatickou aktivitu, která vyžaduje aktivaci jeho fluorescence, tak ztrátu 
membránové integrity buněk, která je vyžadována k intracelulární retenci 
fluorescenčního produktu. Barvivo CFDA-AM je esterázami živých buněk 
přeměňováno z nepolárního nefluorescentního barviva na polární fluorescentní CFDA, 
která není schopna průchodu membránou a zůstává tak zkoncentrována uvnitř buněk 
s nepoškozenou membránou. Jeho množství tak závisí na membránové integritě buněk 
a hodnotí se měřením fluorescence (Schreer et al., 2005). Elektronicky neutrální AM 
ester může být vnesen do buněk při nižších koncentracích než CFDA. Po hydrolýze 
intracelulárními esterázami poskytuje tento AM ester také 5-karboxyfluorescein (CF). 
CF obsahuje extra negativní náboje, a proto je lépe zadržován v buňkách. Přítomnost 
CF v buňkách tedy ukazuje na integritu plazmatické membrány a může být použit jako 
indikátor viability buněk (Gannasin et al., 2000). 
Využívají se převážně lipofilní nefluorescentní sondy schopné procházet volnou 
difuzí do buněk, tam jsou činností enzymů přeměněny na fluorescentní látky nesoucí 
náboj, díky čemuž jsou v buňce zadržovány a koncentrovány. Vedle enzymové aktivity 
jde tedy zároveň o stanovení membránové integrity, protože je-li cytoplazmatická 




Díky tomu, že ani jedna z těchto látek nevykazuje cytotoxické účinky vůči 
buněčným liniím pstruha duhového při krátkodobé expozici a podobné inkubační době 
lze barviva AB a CFDA-AM použít paralelně a detekovat je při různých vlnových 
délkách na stejné sadě buněk (Schreer et al., 2005). 
Neutral Red (NR; 3-amino-7-dimethylamino-2-methylphenazin hydrochlorid) je 
často používané barvivo k měření membránové integrity lysozomů. Životaschopné 
buňky ve svých lysozomech zadržují NR (Hammond et al., 1980). Barvivo může být 
aplikováno buď před expozicí (v takovém případě se jedná o retenci) nebo po expozici 
(v tom případě jde o akumulaci barviva) a měření může být vyhodnoceno jak 
spektrofotometricky (Borenfreund and Puerner, 1984) tak i fluorometricky (Essig-
Marcello and Van Buskirk, 1990). 
 
2.5.2 Měření EROD 
Cytochromy P450 jsou enzymy, které zastávají důležitou roli v metabolismu 
cizorodých látek. Sloučeniny, které slouží jako substrát těchto enzymů, jsou 
v organismu biotransformovány za vzniku polárnějších produktů. Ty pak mohou být 
vyloučeny, aniž by došlo k bioakumulaci. Kromě detoxikace však může dojít i k vzniku 
biologicky aktivnějších derivátů, které mohou mít jak pozitivní vliv, tak negativní -  
mohou být toxické, karcinogenní apod. Užitečným aspektem tohoto enzymu je, že má 
tendenci zvyšovat svou koncentraci při expozici xenobiotiku (Stiborová et al., 1999).  
Sledování indukce cytochromu P450 1A (CYP1A) se používá k detekci 
biologických účinků polycyklických uhlovodíků (PAU), planárních polychlorovaných 
bifenylů (PCB) a dioxinů, neboť jsou nejsilnějšími induktory (Bucheli and Fent, 1995, 
Jung et al., 2001). U ryb se CYP1A vyskytuje v játrech, ale jeho přítomnost byla 
zjištěna i v žábrách nebo v ledvinách (Sarasquete et al., 1999). Myšlenka využití 
indukce CYP1A jako prostředek ke sledování expozice ryb polutantům navrhli již v 70. 
letech Payne and Penrose (1975). Indukce CYP1A je zprostředkována vazbou 
xenobiotik k receptoru cytosolového receptoru pro aromatické uhlovodíky (AhR) 
(Whyte et al., 2000). 
26 
 
K měření CYP1A aktivity je potřebný substrát s detekovatelným metabolitem. 
Nejčastěji používanou látkou je 7-ethoxyresorufin (ER). Cytochrom P450 1A katalyzuje 
reakci ER na resorufin, který může být detekován fluorimetrem o excitačních 
a emisních vlnových délkách 530/590 nm. Reakce katalyzovaná CYP1A, kde ER je 
převeden na resorufin, se nazývá ethoxyresorufin-o-deethyláza (EROD). 
 
2.5.3 Měření ROS 
Termín ROS (reaktivní formy kyslíku) definuje skupinu endogenních vysoce 
reaktivních molekul, které obsahují kyslík, jako jsou např. kyslíkové ionty, volné 
radikály nebo peroxidy. Většina ROS vzniká jako přirozený vedlejší produkt např. při 
mitochondriálním respiračním řetězci nebo jsou uvolněny oxidázami. Škodlivé účinky 
ROS jsou minimalizovány antioxidačními mechanismy, které zachycují ROS a brání 
jejich hromadění. Při této narušení rovnováhy či nadprodukci ROS pak může dojít ke 
stavu, který je nazýván oxidativním stresem (Sies, 1991). Během oxidativního stresu se 
hladina ROS intenzivně zvyšuje a vede např. k poškození buněčných struktur. ROS jsou 
cytotoxické a mohou se podílet na různých chorobách, např. diabetes, a ovlivňují 
buněčné procesy. Obecně mezi nejčastější účinky ROS patří poškození DNA, oxidace 
aminokyselin v proteinech a inaktivace specifických enzymů oxidací kofaktorů 
(Chapple, 1997). 
Intracelulární redoxní rovnováhu reguluje hlavně glutation (GSH), který se 
podílí na antioxidačních obranných systémech. GSH hraje důležitou roli v celé řadě 
buněčných procesů, např. buněčná diferenciace, proliferace, a poruchy homeostázy 
GSH se podílejí na etiologii mnoha typů onemocnění. Při zvýšené hladině GSH je 
navýšena antioxidační kapacita a tím odolnost vůči oxidačnímu stresu (Traverso et al., 
2013). Většina GSH se nachází v cytosolu, avšak malé, ale významné procento se 
nachází v mitochondriích. Právě mitochondriální GSH má zásadní význam při obraně 
před reaktivními formami kyslíku (Armstrong et al., 2002). Antioxidanty se vyznačují 
nízkou molekulovou hmotností a jsou podle použitého antioxidačního mechanismu 
rozdělovány do různých skupin (Dziezak, 1986). 
K měření vzniku reaktivních forem kyslíku byl použit 2′,7′-
dichlorodihydrofluorescein diacetát (DCFH-DA). Nefluorescentní lipofilní DCFH-DA 
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vstupuje skrze buněčnou membránu. Působením intracelulárních esteráz je DCFH-DA 
přeměněn na DCFH, který dále reaguje s ROS a vzniká fluorescentní dichlorflorescein 
(DCF), jehož fluorescence může být detekována při excitačních vlnových délkách 
485 nm a emisních vlnových délkách 535 nm (Chen et al., 2010). 
 
2.6 Farmaka a produkty osobní hygieny 
Souhrnný název farmaka a produkty osobní hygieny nebo též produkty osobní 
péče (PPCPs) zahrnuje skupinu chemikálií, kam spadají léčiva a látky, které jsou velmi 
často přidávané jako aditivum do produktů osobní hygieny, např. do zubních past, 
mýdel, sprchových gelů, krémů, kosmetiky apod. (Daughton and Ternes, 1999). Vlivem 
globálního nárůstu lidské populace se zvyšuje nejen potřeba opětovného využití vody, 
ale i její kontaminace PPCPs. Dnešní způsoby čištění komunálních odpadních vod 
nedostatečně odstraňují zvyšující se koncentrace PPCP obsažené v povrchových 
vodách, čímž se vytváří potencionální riziko rozvoje bakterií a genů rezistentních vůči 
antibiotikům (Cizmas et al., 2015). Zbytkové koncentrace jsou často detekovány 
v čistírnách odpadních vod i v úpravnách pitné vody a to díky jejich neúplnému 
odstranění při procesech úpravy vody (Yang et al., 2017).  PPCPs jsou detekovány 
v těchto vodách v koncentracích  ng.l-1 až µg.l-1 (Dai et al., 2015). Triclosan, 
chlorhexidin a hexadecylpyridinium chlorid byly detekovány v kalu z čistíren 
odpadních vod a v odpadní vodě a to v jednotkách ng.g-1 a ng.l-1 (Östman et al., 2017).  
V posledních letech byly PPCPs uznány jako kontaminující látky kvůli jejich 
perzistenci v životním prostředí. Do životního prostředí se PPCPs dostávají mnohými 
cestami, např. spolu s komunální odpadní vodou, s odpadní vodou z nemocnic, 
nesprávnou likvidací nebo skrze čistírny odpadních vod a úpravny vod (Schumock et 
al., 2014). PPCPs lze rozdělit podle jejich vlastností a účelu do několika skupin. Léčiva 
obecně zahrnují antibiotika, hormony, analgetika, β-blokátory a další. Mezi produkty 
osobní péče (PCPs) patří např. konzervační látky, baktericidy, dezinfekční prostředky, 
vonné přídavky apod. (Yang et al., 2017). 
Tato práce zahrnuje pět vybraných látek ze skupiny PCPs – 
hexadecylpyridinium chlorid (HDP), chlorhexidin (CHX), octenidin (OCT), thymol 
(THM) a triclosan (TCS). Tyto látky byly vybrány zejména z důvodu, že v dostupné 
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literatuře chybějí experimenty a informace o toxicitě těchto látek a to ať už s živými 
rybami jako testovaným organismem nebo v případě in vitro s tkáňovými liniemi 
izolovanými z ryb. Tyto látky jsou lidmi široce využívány, jsou vypouštěny 
do životního prostředí, a proto by měly být předmětem vědeckých studií. 
 
Hexadecylpyridinium chlorid  
Hexadecylpyridinium chlorid, známý i pod názvem cetylpyridinium chlorid 
(systematický název: 1-hexadecylpyridinium-1-ium-chlorid), se poměrně běžně 
vyskytuje jako účinná látka v mnoha ústních vodách. Oproti chlorhexidinu má výhodu, 
že neobsahuje alkohol a nezanechává na zubech zbarvení po dlouhodobém používání 
(Asadoorian and Williams, 2008). Chemická struktura hexadecylpyridinium chloridu je 
znázorněna na obr. 7.  
ECHA (2019) uvádí 96h LC50 pro HDP u pstruha duhového 160 µg.l
-1. Nejvyšší 
koncentraci bez pozorovaného účinku (NOEC) pro řasy uvádí jako 3,2 µg.l-1. Park et al. 
(2016) uvádí hodnotu EC50 0,53 mg.l
-1 u embrya kuňky východní. 
 
Obr. 7: Chemická struktura hexadecylpyridinium chloridu 
 
Chlorhexidin 
Chlorhexidin (systematický název: N,N-(bis(4-chlorfenyl)-3,12-diimid-
2,4,11,13-tetraazatetradekandiimidamid) byl syntetizován roku 1950 a Světová 
zdravotnická organizace (World Health Organization; WHO) ho zařazuje do seznamu 
základních léků (Tartaglia et al., 2016). Chlorhexidin byl mnohokrát testován kvůli 
svým cytotoxickým účinkům na bakterie (Park et al., 2014, Millhouse et al., 2014). 
CHX byl testován na embryích dania pruhovaného a LC50 po 96 hodinách expozice se 
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pohybovala okolo 804,0 µg.l-1 (Jesus et al., 2013). Chlorhexidin je podle U.S. EPA 
(1996) označen jako toxický pro ryby a vysoce toxický pro vodní bezobratlé, žádná 
konkrétní hodnota však nebyla uvedena. Lawrence et al. (2008) testovali efekt 
chlorhexidinu na říčním mikrobiálním biofirmu. Autoři pozorovali významné účinky při 
koncentraci 100 µg.l-1 u řas, cyanobakteriální a bakteriální biomase. 
V současné době je chlorhexidin nejlepším antiseptickým přípravkem pro ústní 
dutinu, zejména díky dlouhodobé účinnosti v redukci zubního plaku (Wilder and Bray, 
2016). Nicméně je známý i svými vedlejšími účinky; způsobuje zbarvení zubů, 
obsahuje alkohol a ovlivňuje vnímání chuti (Van Strydonck et al., 2012). Chemická 
struktura chlorhexidinu je znázorněna na obr. 8. 
 
Obr. 8: Chemická struktura chlorhexidinu 
 
Octenidin  
Octenidin (systematický název: N-octyl-1-[10-(4-octyliminopyridin-1-
yl)decyl]pyridin-4-imin) byl syntetizován v 80. letech 19. století (Tartaglia et al., 2016). 
Podle některých studií má OCT podobný antibakteriální účinek jako již zmíněný CHX 
(Welk et al., 2016), i jeho chemická struktura je podobná. Díky tomu široké využití 
octenidinu představuje také zubní hygiena (Hübner et al., 2010). 
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Octenidin je účinný proti grampozitivním i gramnegativním bakteriím, zároveň 
je účinný i proti kvasinkám a houbám. Proti bakteriím je zaznamenána větší efektivita 
oproti chlorhexidinu (Sedlock and Bailey, 1985). Octenidin je využíván zejména 
při kožních onemocněních v kombinaci s alifatickými alkoholy, s detergenty, např. 
antiseptickým mýdlem, nebo jako roztok octenidinu a fenofyethanolu (OPE). Jeho vliv 
na životní prostředí však není přiliš zkoumán. Chemická struktura octenidinu je 
znázorněna na obr. 9. 
 
Obr. 9: Chemická struktura octenidinu 
 
Thymol 
Thymol (systematický název: 2-isopropyl-5-methylfenol) je hlavním 
monoterpenovým fenolem vyskytujícím se v éterických olejích z rostlin čeledi 
Lamiaceae. Tyto oleje mají využití v potravinářském průmyslu, v kosmetice, v tradiční 
medicíně, ale zejména jsou využívány antiseptické, protizánětlivé, antimykotické 
a antibakteriální vlastnosti thymolu (Marchese et al., 2016). Podle Kavoosi et al. (2013) 
je thymol účinnější proti grampozitivním bakteriím oproti gramnegativním. Registrován 
je takové jako insekticid (Hu and Coats, 2008). V takovém případě odpuzuje škůdce 
netoxickým způsobem působení, vůči mikroorganismům je však toxický (U.S. EPA, 




Obr. 10: Chemická struktura thymolu 
 
Triclosan 
Triclosan (5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenol) byl syntetizován kolem roku 
1980 (Tartaglia et al., 2016) a je častým předmětem studií díky jeho perzistenci 
v životním prostředí (Coogan, 2007) a spojitostí s hormonálním systémem (Ahn et al., 
2008). Ačkoli jsou zřejmé negativní účinky TCS, je stále používán jako aditivum 
do zubních past, kosmetiky apod., a to hlavně díky svým antibakteriálním účinkům 
(Koburger et al., 2010). Chemická struktura triclosanu je znázorněna na obr. 11. 
Výskyt TCS ve vodních ekosystémech je celosvětovým problémem. TCS je 
běžně detekován v povrchových vodách v koncentracích od 1,4 do 4 000 ng.l-1 
a v mořské vodě od <0,001 do 100 ng.l-1 (Dhillon et al., 2015). V tocích Spojených států 
amerických byl TCS detekován dokonce v mikrogramech na litr (Halden and Paull, 
2005). Vysoké hodnoty TCS byly detekovány v lidské moči, krvi, tukové tkáni, mozku 
a játrech (Ruszkiewicz et al., 2017). Podle Dayan (2007) je TCS obsažen ve vysokých 
koncentracích i v mateřském mléce (až 2000 µg.kg-1 tuku). 
Triclosan je vysoce toxický pro vodní organismy, např. Daphnia magna (EC50 = 
390 µg.l-1) nebo Oncorhynchus mykiss (EC50 = 350 µg.l
-1) a zejména toxický je pak 
pro řasy. Konkrétně pro druh Scenedesmus subspicatus byla stanovena EC50 na 1,4 µg.l
-








3 Cíle práce 
• Porovnání výsledků viability buněk po expozici vybraným xenobiotiků 
ze skupiny PCPs na orgánové úrovni  
• Predikce LC50 pro živé ryby ze získaných výsledků viability podle 
publikace Tannenberger et al. (2013) 
• Sledování indukce cytochromu P450 1A po expozici vybraným 
xenobiotiků ze skupiny PCPs 
• Sledování vlivu testovaných látek na oxidativní stres 
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4 Materiál a metodika 
4.1 Použité chemikálie 
Chlorhexidin ≥99,5% (Sigma-Aldrich, Švýcarsko) 
Triclosan ≥97% (Sigma-Aldrich, Indie) 
Octenidin dihydrochlorid 98% (Alfa Aesar, Čína) 
Hexadecylpyridinium chlorid 99% (Sigma-Aldrich, Indie) 
Thymol 98% (Alfa Aesar, Německo) 
Dimethyl sulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Česká republika) 
 
Na expoziční médium byly použity následující chemikálie:  
NaCl  (Sigma-Aldrich, USA) 
KCl  (Sigma-Aldrich, Španělsko) 
MgSO4 x 7 H2O  (Sigma-Aldrich, Indie) 
MgCl2 x 6 H2O (Sigma-Aldrich, USA) 
CaCl2 x 2 H2O (Sigma-Aldrich, Německo) 
Na2HPO4 x 12 H2O (Lach-Ner, Česká republika) 
KH2PO4  (Lach-Ner, Česká republika) 
Pyruvát sodný (Sigma-Aldrich, Japonsko) 
Galaktóza (Sigma-Aldrich, USA) 
 
Na kultivaci buněk byla použita tato média a chemikálie: 
Leibovitz L-15 (Gibco, USA) 
Medium EMEM (ATCC, USA) 
DPBS (Gibco, UK) 
Ethanol ≥99,8% (VWR chemicals, Francie) 
Pen-Strep (Invitrogen, USA) 
FBS (Gibco, USA) 
Trypsin (Gibco, UK) 





K testování toxicity bylo kromě expozičního média L-15/ex použito: 
Alamar Blue™ (Invitrogen, USA) 
CFDA-AM (Invitrogen, USA) 
Neutral Red (Invitrogen, USA) 
Ethanol ≥99,8% (VWR chemicals, Francie) 
Kyselina octová  (VWR chemicals, Francie) 
 
K testování EROD aktivity bylo kromě expozičního média L-15/ex použito: 
Na2HPO4 x 12 H2O (Lach-Ner, Česká republika) 
NaH2PO4 x 2 H2O (Lach-Ner, Česká republika) 
Fluorescamin (Sigma-Aldrich, Francie) 
Acetonitril (VWR chemicals, Francie) 
Resorufin ethyl ether (Sigma-Aldrich, Izrael) 
BSA (Sigma-Aldrich, USA) 
 
 K měření reaktivního oxidativního stresu bylo kromě expozičního média L-
15/ex použito: 
DCFH-DA (Sigma-Aldrich, Izrael) 
Tert-butyl hydrogen peroxid (Luperox, Francie) 
 
4.2 Použitý materiál 
Kultivační lahve 25/75 cm2 (Thermo Fisher Scientific, Dánsko) 
Kultivační lahve 25/75 cm2 (VWR Interational, Čína) 
Sterilní sérologické pipety 5/10/25 ml (Jet Bio-filtration Co., Španělsko) 
Kónické zkumavky - falkonky (Jet Bio-filtration Co., Španělsko) 
Eppendorfova zkumavka 1,5 ml (Biologix group, Čína) 
96-jamkové destičky NunclonTM Delta Surface (Thermo Fisher Scientific, Dánsko) 
Autoklávovatelný zásobník na činidla (VWR International, Čína) 
Sterilní stříkačkový filtr PUDF (Carl Roth GmbH+Co., Německo) 




4.3 Přístrojové vybavení a software 
Automatická počítací komůrka Coutess (Invitrogen, Korea) 
Spektofotometr infinite M200 Pro (Tecan, Rakousko) 
Laminární flow box Bio-II-A/G (Telstar, Španělsko) 
Inkubátor (Pol-Lab, Polsko) 
Centrifuga Rotanta 460R (Hettich zentifugen, Německo) 
Inverzní mikroskop (Olympus, Japonsko) 
Autokláv (BMT Medical Technology, s.r.o., 
  Česká republika) 
 
Grafy s toxikologickými křivkami byly zpracovány ve statistickém software 
OriginPro 8.5 (OriginLab). 
Grafy znázorňující inhibici cytochromu P450 (EROD) a oxidativní stres (ROS) 
byly zpracovány v programu Excel 2007. 
 
4.4 Druhy a původ použitých kultur 
Buněčné linie použité v této práci byly zakoupeny z American Type Culture 
Collection (ATCC): 
RTG-2 (ATCC, CCL-55)  
RTgill-W1 (ATCC, CRL-2523)  
4.4.1 Péče o kultury 
Buněčná linie RTgill-W1 byla kultivována v médiu Leibovitz L-15 (Leibovitz, 
1963) s přídavkem 10% FBS a 1% směsí penicilinu a streptomycinu (Pen-Strep), který 
snižuje riziko kontaminace. Výměna média probíhala jednou až dvakrát týdně, 
pasážování buněk probíhalo podle potřeby a množství buněk v lahvi. 
Buněčná linie RTG-2 byla kultivována v EMEM médiu při 5% CO2 atmosféře 
nebo v L-15 bez CO2 atmosféry (Reinhart and Lee, 2002). Do média bylo přidáno 10% 
FBS a 1% Pen-Strep ze stejných důvodů jako je již zmíněno výše. Buňky obou linií 
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rostly lépe při 10% FBS než při 5% přídavku FBS do kultivačního média. Výměna 
média a pasáž buněk probíhala ve stejných intervalech jako u linie RTgill-W1. 
Flow box byl před každým použitím vysvícen po dobu zhruba 10 minut UV 
zářením. Potřebné vybavení k práci bylo otřeno 70% ethanolem, popř. předem 
vysterilizováno pomocí autoklávu při teplotě 122 °C po dobu 20 minut. Při výměně 
média bylo nejdříve pipetou odsáto původní médium, potom bylo dno lahve opláchnuto 
zhruba 10 ml oplachového DPBS média. Po opláchnutí DPBS byl pro odlepení buněk 
používán proteolytický enzym trypsin. Bylo používáno 0,5 ml 0,25% trypsinu s délkou 
působení 2 minuty. Působení trypsinu bylo zastaveno kultivačním médiem obsahujícím 
10 % FBS. 
Před převedením buněk do 96-jamkové destičky při provádění testů byly buňky 
spočítány. Při počítání buněk bylo smícháno 10 µl buněčné suspenze s 10 µl 0,4% 
trypanovou modří. Buňky byly pak podle potřeby naředěny tak, aby množství buněk 
odpovídalo 50 000/100 µl. Uvedený objem 100 µl byl následně přidáván do všech 
vnitřních jamek 96-jamkové destičky (schéma k nahlédnutí v příloze 1 a 2), tzn. 
do prvního a posledního sloupce a první a poslední řady 96-jamkové destičky bylo 
přidáváno pouze samotné médium. Tyto krajní jamky při měření fluorescence pak 
sloužily jako pozaďová fluorescence, která byla následně odečítána od naměřených 
hodnot. 
Zamrazování buněk 
Při zamrazování byly adherované buňky odlepeny trypsinem. Po 2 minutách 
působení trypsinu bylo přidáno kultivační médium, pro zastavení reakce. Vzniklá 
buněčná suspenze byla převedena do sterilní kyvety a centrifugována po dobu 5 minut, 
při otáčkách 500 RCF (zkratka pro relativní centrifugačí sílu). Podle potřeby byly buňky 
zředěny kultivačním médiem s obsahem kryoprotektiva a v objemu 1 ml napipetovány 
do kryozkumavek. Jako kryoprotektivum bylo použito 10% DMSO v L-15. Buňky byly 
mrazeny rychlostí 1 °C za 1 minutu. 
Rozmrazování buněk 
Rozmražení buněk probíhalo rychle kvůli uvolňování DMSO z buněk. Buňky 
byly rozmraženy na pokojovou teplotu a kryomédium bylo zředěno kultivačním 
médiem. Následovala centrifugace – 5 minut, 500 RCF. Vzniklý supernatant byl odsát 
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sterilní pipetou, peleta rozředěna nejprve v malém množství kultivačního média, poté 
bylo doplněno potřebné množství kultivačního média a buňky byly převedeny 
do kultivační lahve. Velikost kultivační nádoby je zvolena podle počtu buněk. 
 
4.5 Příprava expozičního média 
Při testech bylo používáno expoziční L-15 médium (L-15/ex), které bylo 
připraveno následujícím způsobem podle Dayeh et al. (2013):  
Roztok A: V 1000 ml MilliQ vody bylo rozpuštěno:  
• 80 g NaCl  
• 4 g KCl  
• 2 g MgSO4 x 7 H2O  
• 2 g MgCl2 x 6 H2O 
Roztok B: V 1000 ml MilliQ vody bylo rozpuštěno: 
• 1,85 g CaCl2 x 2H2O 
Roztok C: V 1000 ml MilliQ vody bylo rozpuštěno: 
• 4,79 g Na2HPO4 x 12 H2O  
• 0,6 g KH2PO4  
Roztok D: Ve 100 ml MilliQ vody bylo rozpuštěno: 
• 5,5 g Pyruvát sodný  
Roztok E: Ve 100 ml MilliQ vody bylo rozpuštěno: 
• 9 g Galaktóza 
 
Roztoky A, B a C byly po rozpuštění uvedených látek sterilizovány v autoklávu 
při teplotě 122 °C po dobu 20 minut a  dále pak skladovány při pokojové teplotě. 
Roztoky D a E byly přefiltrovány přes sterilní filtr 0,22 µm a rozděleny do zkumavek 
po 10 ml. Roztoky D a E byly skladovány při teplotě -20 °C. Pracovní roztok L-15ex 
byl připraven smícháním 680 ml sterilní MilliQ vody se 100 ml zásobního roztoku A, B 
a C a 10 ml zásobního roztoku D a E.  
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4.6 Ekotoxikologické testy 
V testech bylo podle Schirmer et al. (1997) používáno L-15/ex médium. 
Testované látky (CHX, TCS, OCT, HDP a THM) byly rozpuštěny v DMSO a dále 
ředěny L-15/ex. Pro hodnocení cytotoxicity vybraných polutantů byly použity testy 
s fluorescenčními barvivy Alamar Blue™, CFDA-AM a NR, které byly postaveny 
na stejném setu buněk a hodnotí jejich viabilitu. Tyto testy byly provedeny na obou 
tkáňových liniích po expozici zmíněnými chemikáliemi. Výsledky byly porovnány. 
Pro každou testovanou látku byly sestrojeny křivky dávka-odpověď spolu s hodnotou 
EC50. 
Rozložení destičky při testech viability je znázorněno v příloze 1. Rozložení 
destičky při testech na indukci cytochromu P450 1A a oxidativní stres je znázorněno 
v příloze 2. 
 
4.6.1 Postup testu - Alamar Blue™ + CFDA-AM 
Před použitím bylo barvivo AlamarBlue™ uchováváno při teplotě 4 °C 
a CFDA-AM při teplotě -20 °C. Tento test byl s úpravami proveden podle Dayeh et al. 
(2013). Počet buněk v jedné jamce 96-jamkové destičky byl 50 000 buněk ve 100 µl. 
Po 24 hodinách od přidání buněk do 96-jamkové destičky byla připravena koncentrační 
řada vybraných chemikálií a podle schématu v příloze 1 napipetována do 96-jamkové 
destičky. Jako biotická kontrola bylo použito médium L-15/ex, jako kontrola vlivu 
rozpouštědla bylo použito 0,1% DMSO. Tato koncentrace má reflektovat nejvyšší 
koncentraci DMSO v experimentu. 
Po 24hodinové expozici bylo z jamek s buňkami odstraněno xenobiotikum 
rozpuštěné v L-15/ex za použití multikanálové pipety a buňky byly dvakrát promyty 
150 µl L-15/ex. U některých buněk může docházet k odlepování ode dna jamky, proto 
byl kladen důraz na to, aby byly všechny roztoky přidávány svrchu do středu jamky.  
Látky AB a CFDA-AM byly obě rozpuštěny v L-15/ex (Schirmer et al., 1997, 
Schirmer et al., 1998, Dayeh et al., 2003). Finální koncentrace Alamar Blue™ je 1,25% 
(v/v). K získání této koncentrace bylo rozpuštěno 125 µl roztoku Alamar Blue™ 
v 10 ml L-15/ex. K získání finální koncentrace CFDA-AM bylo rozpuštěno 10 µl 4mM 
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zásobního roztoku připraveného v DMSO v 10 ml L-15/ex. Po důkladném promytí 
všech jamek bylo přidáno 100 µl roztoku Alamar Blue™/CFDA-AM a následovalo 30 
min inkubace při pokojové teplotě za tmy. Po inkubaci byla měřena intenzita 
fluorescence při excitační/emisní vlnové délce 530/590 nm pro Alamar Blue™ 
a 485/535 nm pro CFDA-AM. Poté byly buňky zkontrolovány pod mikroskopem 
a následovalo testování s indikátorovou barvou neutral red. 
 
4.6.2 Postup testu - Neutral red 
Tento test byl s úpravami proveden podle publikace Borenfreund a Puerner 
(1985). Před aplikací neutral red (NR) byly buňky promyty jednou 150 µl L-15/ex. Poté 
bylo přidáno 100 µl NR roztoku (0,03 mg.ml-1 NR rozpuštěno v PBS) do každé jamky. 
Následovala 60min inkubace při pokojové teplotě za tmy. 
Dále byly buňky dvakrát promyty 150 µl L-15/ex. Dalším krokem bylo přidání 
150 µl kyselého roztoku do každé jamky. Tento kyselý roztok vznikl smícháním 1 ml 
ledové kyseliny octové, 50 ml ethanolu a 49 ml MilliQ vody. Intenzita fluorescence 
byla měřena při excitační vlnové délce 532 a emisní vlnové délce 680 nm. 
 
4.6.3 Postup testu - EROD 
Měření EROD aktivity bylo popsáno v publikaci od Hahn et al. (1996). 
Koncentrace buněk byla 100 000 buněk ve 100 µl. Po 24 hodinách inkubace byla 
připravena koncentrační řada vybraných chemikálií a podle schématu v příloze 2 
napipetována do 96-jamkové destičky. Jako biotická kontrola bylo použito médium L-
15/ex, jako kontrola vlivu rozpouštědla bylo použito 0,1% DMSO. 
Po 24 hodinách expozice bylo z jamek odstraněno expoziční médium. Jamky 
byly dvakrát promyty 150 µl L-15/ex. Poté byl připraven ethoxyresorufinový roztok 
(ER roztok), a to následujícím způsobem: 
Nejprve byl připraven fosfátový pufr, který vznikl smícháním následujících 
dvou roztoků až do dosažení pH 8. První roztok vznikl rozpuštěním 35,81 g 
Na2HPO4·12 H2O v 500 ml MilliQ vody. Tím vznikl 0,2M roztok. Druhý roztok byl 
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připraven rozpuštěním 3,12 g NaH2PO4·2 H2O v 100 ml MilliQ vody. Tím vznikl taktéž 
0,2M roztok. Poté bylo změřeno pH prvního roztoku (0,2M roztok Na2HPO4·12 H2O) 
a opatrně byl přidáván druhý roztok (0,2M roztok NaH2PO4·2 H2O) až do té doby, 
dokud výsledný roztok neměl pH 8. Poté byl změřen objem tohoto vzniklého roztoku a 
dále byl zředěn v poměru 1:1 milliQ vodou k dosažení 0,1M roztoku.  
Následovala příprava již zmíněného ER roztoku. ER roztok byl připraven 
zředěním 2mM ER zásobního roztoku (resorufin ethyl ether) s 50mM fosfátovým 
pufrem v poměru 1:1 000. Vznikla tak konečná koncentrace ER roztoku 2 µM. Zásobní 
roztok ER byl uchováván při -20°C a fosfátový pufr při pokojové teplotě. Po přidání 
100 µl ER roztoku do každé jamky byla měřena fluorescence na spektrofotometru 
Tecan i-control Infinite 200 Pro. Excitační vlnová délka pro resorufin byla nastavena 
na 530 nm a emisní vlnová délka 590 nm. Fluorescence byla měřena ihned po přidání 
ER roztoku každou minutu po dobu 10 minut. 
Poté byl stanoven obsah bílkovin přidáním 50 µl 0,3 mg.ml-1 
fluorescamin/acetonitrilového roztoku do každé jamky. Před měřením fluorescence bylo 
přímo ve spektrofotometru nastaveno orbitální třepání destičky po dobu 10 minut. 
Následně byla změřena fluorescence při excitační vlnové délce 365 nm a emisní vlnové 
délce 470 nm. 
Specifická aktivita cytochromu P450 1A byla vyjádřena jako obrat 
ethoxyresorufinu na resorufin v pikomolech resorufinu na miligram proteinu za minutu 
(pmol.min-1.mg-1) (Kennedy and Jones, 1994) a to za pomoci resorufinové křivky 
a proteinové standardní křivky. Jako kalibrační protein pro proteinovou standardní 
křivku byl použit hovězí sérový albumin (BSA). BSA bylo rozpuštěno v expozičním L-
15/ex médiu. Do jedné jamky byl přidáván objem 100 µl, k němuž bylo napipetováno 
50 µl 0,3 mg.ml-1 fluorescamin/acetonitrilového roztoku. Fluorescence byla měřena při 
excitačních vlnových délkách 365 nm a emisních vlnových délkách 470 nm.  
 
4.6.4 Postup testu - ROS 
Metoda měření ROS byla prováděna podle publikace LeBel et al.(1982) 
s drobnými úpravami. Buňky byly převedeny do destičky a naředěny na koncentraci 
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5x105 v 1 ml. Poté byl do jedné jamky 96-jamkové destičky přidáván objem 100 µl 
buněčné suspenze.  
Po 24 hodinách bylo z jamek odstraněno médium a jamky byly jedenkrát 
promyty 150 µl L-15/ex. Do každé jamky bylo přidáno 100 µl tzv. loading roztoku. 
Tento roztok byl připraven následujícím způsobem: 
K dosažení výsledné koncentrace 20µM roztoku dichlorofluorescein diacetát 
(DCFH-DA) bylo přidáno 10 µl 20mM roztoku DCFH-DA  (rozpuštěného v DMSO) 
do 10 ml L-15/ex. Po přidání loading roztoku následovala 30min inkubace ve tmě 
v inkubátoru. Poté byl loading roztok odstraněn a jamky byly jedenkrát promyty 150 µl 
L-15/ex. Dále bylo do každé jamky přidáno 100 µl L-15/ex a byla měřena intenzita 
fluorescence při excitační vlnové délce 485 nm a emisní vlnové délce 535 nm. 
Po 24 hodinách inkubace byla připravena koncentrační řada a podle schématu 
v příloze 2 byly chemikálie napipetovány do 96-jamkové destičky. Jako biotická 
kontrola bylo použito L-15/ex médium a jako kontrola rozpouštědla bylo použito 0,1% 
DMSO. Sloupec č. 4 sloužil jako pozitivní kontrola. Buňky v tomto sloupci byly 
očkovány tert-butyl hydrogen peroxidem (t-BHP) o nejvyšší koncentraci 1 mM. Do 
první jamky bylo napipetováno 200 µl 1mM roztoku t-BHP, do dalších pak po 100 µl 
L-15/ex. Ředění bylo prováděno přímo v destičce v poměru 1:1 přenesením 100 µl 
z první jamky do další atd. Byl měřen nárůst intenzity fluorescence ihned po přidání 
toxikantu, dále v časových intervalech: 30 min, 60 min, 90 min, 2 h, 4 h, 6 h a 24 h. 
 
4.7 Statistická analýza 
Viabilita 
Naměřená data jsou vztažena a vyjádřena v % vůči tzv. solvent kontrole 
(kontrola vlivu rozpouštědla s 0,1% DMSO). Toxicita testovaných látek byla 
vyjadřována jako účinná koncentrace, která způsobuje 50% inhibici daného efektu vůči 
kontrole (EC50). Všechna experimentální data byla vyjádřena jako průměr spolu se 
standardní směrodatnou odchylkou ze třech paralelních měření. Z dat byly 
pro jednotlivé chemikálie vytvořeny křivky dávka-odpověď pomocí sigmaidních křivek. 
Hodnoty EC50 byly získány prostřednictvím statistického software OriginPro 8.5. Grafy 
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byly zpracovány ve stejném programu. Pro reprodukovatelnost testu byla každá 
z chemikálií měřena 3-5x. 
EROD a ROS 
Výsledné hodnoty EROD a ROS testu byly vyjádřeny jako průměr 6 paralelních 
měření u EROD a 3 paralelních měření u ROS spolu se směrodatnými odchylkami. 
Pro reprodukovatelnost testu byla každá z chemikálií měřena 3x. Grafy byly vytvořeny 
ve statistickém software Microsoft Excel 2007. V rámci vyhodnocení zda se jednotlivé 
koncentrace liší/neliší od kontrolní skupiny, byl použit Mann-Whitneyův test. Tímto 
neparametrickým testem byly identifikovány skupiny (koncentrace), které se 
signifikantně lišily od kontrolní skupiny. Mann-Whitneyův test ve své nulové hypotéze 
předpokládá, že skupiny pocházejí ze stejného rozdělení, tedy že mezi nimi není rozdíl. 
Hladina významnosti byla stanovena jako α = 0,05 a α = 0,01. Statistické odlišnosti jsou 
v grafech označeny * nebo **. Data byla statisticky vyhodnocena ve statistickém 





5 Výsledky a diskuze 
5.1 Testy životaschopnosti 
Kvůli své finanční dostupnosti a snadnému použití byly vybrány testy 
využívající fluorescenční indikátorová barviva AB, CFDA-AM a NR. Tyto testy jsou 
běžně používány v dostupné literatuře (Dayeh et al., 2002, Tannenberger et al., 2013). 
Díky neinvazivnosti vybraných testů bylo možné v rámci jednoho experimentu 
aplikovat všechny tři typy ukazatelů životaschopnosti na stejném setu buněk. Jako 
nejcitlivější ukazatel cytotoxicity se ve většině případů jevila lyzozomální membránová 
integrita (NR), poté membránová integrita buněk (CFDA-AM) a nakonec metabolická 
aktivita (AB). Tabulka 1 sumarizuje přehled výsledných hodnot. Získané hodnoty 
nedosahují v rámci chemikálií a tkáňových linií velkých rozdílů. 
Tabulka 1: Přehled výsledných hodnot EC50 (v µg.ml-1) spolu se směrodatnou 
odchylkou (SD) u jednotlivých testů viability 
Látka Buněčná linie AB CFDA-AM NR 
HDP RTgill-W1 0,51 (±0,05) 0,58 (±0,03) 0,88 (±0,02) 
 RTG-2 0,63 (±0,03) 0,68 (±0,09) 0,31 (±0,05) 
CHX RTgill-W1 4,01 (±0,59) 3,67 (±0,29) 2,13 (±0,24) 
 RTG-2 4,21 (±0,17) 3,32 (±0,62) 2,06 (±0,52) 
OCT RTgill-W1 0,74 (±0,06) 0,81 (±0,12) 0,87 (±0,08) 
 RTG-2 1,23 (±0,05) 1,01 (±0,08) 0,82 (±0,07) 
THM RTgill-W1 33,75 (±1,13) 31,57 (±1,79) 22,79 (±3,38) 
 RTG-2 33,37 (±3,21) 28,44 (±4,12) 23,31 (±3,61) 
TCS RTgill-W1 0,82 (±0,27) 1,04 (±0,12) 0,58 (±0,04) 




Koncentrace byly voleny tak, aby nejvyšší koncentrace obsahovala maximálně 
0,1% DMSO. Vzhledem k rozpustnosti a nízké toxicitě chlorhexidinu a thymolu, nebylo 
možné připravit koncentraci, která by měla 100% cytotoxický účinek a současně 
splňovala podmínku maximální koncentrace 0,1 % DMSO. Nejvyšší koncentrace, 
při nichž bylo dosaženo 100% cytotoxicity, tedy nesplňují tuto podmínku. 
Podle ECHA (2019) je 96h LC50 pro HDP u pstruha duhového rovna 160 µg.l
-1. 
CHX byl testován na embryích dania pruhovaného a 96h LC50 se pohybovala okolo 
804,0 µg.l-1 (Jesus et al., 2013).  Kung et al. (2016) uvádí výsledky in vitro studie 
s OCT, kde se EC50 pro Trichomonas vaginalis pohybuje v rozmezí 5,7 - 21,37 µg.ml
-1 
po 5 min, 6,48 - 10,82 µg.ml-1 po 15 min a 0,68 - 2,11 µg.ml-1 po 30 min expozice. 
THM je možné porovnat s výsledky pro nádorovou lidskou buněčnou linii HepG2, kde 
se IC50 rovná 60,01 µg.ml
-1 (Özkan and Erdoğan, 2011). Výsledné hodnoty EC50 
pro TCS jsou v podobném rozsahu jako hodnoty z experimentu pro Daphnia magna, 
kde se  EC50 rovná 0,39 µg.ml
-1 (Orvos et al., 2002). Výsledky z této práce není možné 
přímo porovnat s výsledky z testů prováděných na jiných organismech neboť citlivost 
různých organismů i provedení testů se liší. Uvedené hodnoty jsou tedy spíše pro 
představu. 
Nejméně toxickou chemikálií byl THM, a to pro obě linie. Nejtoxičtější 
chemikálií byl HDP, rovněž pro obě tkáňové linie. Největší rozdíl mezi liniemi byl 
zaznamenán u triclosanu, přičemž linie RTgill-W1 se ukázala jako citlivější oproti 
RTG-2. Linii RTgill-W1 lze považovat ze sensitivnější, neboť u třech chemikálií 
ukazuje jednoznačně vyšší citlivost vůči chemikálii, u zbylých dvou je citlivost 
víceméně obdobná. Na obr. 12 – 16 jsou vyobrazeny toxikologické křivky dávka-
odpověď pro jednotlivé chemikálie a obě tkáňové linie. Pokud je průběh křivek všech 
třech indikátorových barviv podobný a leží v těsné blízkosti u sebe, jako např. 
na obr. 16 u tkáňové linie RTG-2, ukazuje to na poškození buněčných membrán, což 
zahrnuje jak poškození organel, tak i poškození cytoplazmatické membrány (Schirmer 
et al., 1998a). Dalším možným výsledkem může být výraznější pokles životaschopnosti 
buněk u měření s NR indikátorem než tomu je u AB a CFDA-AM, viz obr. 13 u tkáňové 
linie RTgill-W1 (Schirmer et al., 1998b). Pravděpodobně primárním poškozením bylo 
narušení membrány lysozomů a menší změny či poškození se týkalo metabolické 
aktivity a membránové integrity.  
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Mean A1 0 0
Mean A2 100 0
Mean x0 0,67976 0,09987











Mean A1 0 0
Mean A2 100 0
Mean x0 0,26144 0,05469






Obr. 12: Toxikologické křivky dávka-odpověď hexadecylpyridinium chloridu pro 
tkáňovou linii RTgill-W1 (vlevo) a RTG-2 (vpravo) 























































Obr. 13: Toxikologické křivky dávka-odpověď chlorhexidinu pro tkáňovou linii RTgill-
W1 (vlevo) a RTG-2 (vpravo) 































Mean A1 0 0
Mean A2 100 0
Mean x0 0,74442 0,06249











Mean A1 0 0
Mean A2 100 0
Mean x0 0,49413 0,06831































Obr. 14: Toxikologické křivky dávka-odpověď octenidinu pro tkáňovou linii RTgill-W1 






















































Obr. 15: Toxikologické křivky dávka-odpověď thymolu pro tkáňovou linii RTgill-W1 
(vlevo) a RTG-2 (vpravo) 



















































Obr. 16: Toxikologické křivky dávka-odpověď triclosanu pro tkáňovou linii RTgill-W1 
(vlevo) a RTG-2 (vpravo) 
Mezi základní parametry toxikologických křivek dávka-odpověď patří kromě 
minima, maxima (které byly nastaveny jako 0 a 100) a hodnoty EC50 i tzv. „HillSlope“, 
který popisuje strmost dané křivky. Těmto křivkám se jinak říká také čtyřparametrické 
logistické křivky, zkráceně 4PL. Proměnná „HillSlope“ se nazývá Hillův sklon, faktor 
sklonu nebo také Hillův koeficient a nemá žádné jednotky. Pokud je tento koeficient 
kladný, křivka narůstá se zvyšujícím se X. Pokud je koeficient záporný, křivka klesá 
s rostoucím X. Standardní sigmoidní křivka má HillSlope 1. Pokud je HillSlope menší 
než 1, křivka je mělčí, při HillSlope větší než 1 křivka vzrůstá strměji (GraphPad Curve 
Fitting Guide). Přehled faktorů sklonu pro všechny uvedené křivky z obr. 12 – 16 je 




Tabulka č. 2: Přehled Hillových koeficientů pro výše uvedené toxikologické 
křivky dávka-odpověď (obr. 12 – 16) 
Látka Křivka RTgill-W1 RTG-2 
HDP AB 1,91 1,36 
 CFDA-AM 1,61 1,11 
 NR 3,25 1,79 
CHX AB 2,46 1,58 
 CFDA-AM 2,91 1,32 
 NR 3,89 1,51 
OCT AB 1,71 3,09 
 CFDA-AM 1,69 3,11 
 NR 3,01 2,81 
THM AB 5,03 3,47 
 CFDA-AM 5,01 3,51 
 NR 4,51 3,31 
TCS AB 3,02 2,99 
 CFDA-AM 3,02 2,99 
 NR 1,82 3,01 
 
 Sklon křivky je důležitý k odhadu toxicity dané látky. Toxicita látek může být 
porovnávaná na základě hodnot EC50/LC50, ale důležité je sledovat i sklon křivky 
dávka-odpověď. Toxikant s mírným sklonem může být nebezpečnější již při nízkých 
koncentracích, i když EC50/LC50 je vyšší. Podle sklonu křivky je možné vypočíst 
i NOEC (Moffett et al., 2015). 
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Porovnání in vitro - in vivo 
Buněčné linie jsou podle vícero publikací považovány za méně citlivé 
v porovnání s živými rybami a tento rozdíl je tím větší, čím je chemikálie pro zmíněné 
organismy více toxická (Kramer et al., 2009, Segner, 2004). Tannenberger et al. (2013) 
zaznamenali, že u tkáňové linie RTG-2 byly ryby pro všechny testované chemikálie 
vyhodnoceny jako sensitivnější oproti tkáňové linii, zatímco u RTgill-W1 byly ryby 
vyhodnoceny jako sensitivnější pouze pro 66 % testovaných xenobiotik. Záleží však 
na vlastnostech a způsobu účinku dané chemikálie, to lze odvodit např. z chemické 
struktury látky (Bradbury, 1994). 
Výsledné hodnoty EC50 byly na základě publikace Tanneberger et al. (2013), 
kde byly hodnoty EC50 porovnávány s akutními testy toxicity in vivo, přepočteny 
na teoretické hodnoty LC50 podle rovnice: 
logEC50 (mg.l
-1) = 1,05 (±0,18) × logLC50 (mg.l
-1) + 0,37 (±0,18)) 
Po predikci LC50 je rozdíl mezi EC50 a získanými hodnotami LC50 jeden 
až třínásobný u 77 % testů. Největší rozdíl je zaznamenán u HDP u linie RTgill-W1, 
kde rozdíl dosahuje až osmnáctinásobku. Pouze u jedné hodnoty (HDP, linie RTG-2) 
dosahuje výsledná LC50 záporných čísel, neboť EC50, která je výchozím bodem 
pro výpočet, je nižší, než je pro rovnici nutné (nejnižší možná hodnota k výpočtu je 
0,37). Záporné číslo tedy vzniká početním úkonem. Tabulka 3 sumarizuje přehled 
predikovaných hodnot LC50. 
Tabulka 3: Predikce hodnot LC50 (v µg.ml
-1) spolu se směrodatnou odchylkou 
(SD) podle Tanneberger et al. (2013) 
Látka Buněčná linie AB CFDA-AM NR 
HDP RTgill-W1 0,03 (±0,25) 0,09 (±0,25) 0,38 (±0,26) 
 RTG-2 0,14 (±0,25) 0,19 (±0,25) -0,16 (±0,25) 
CHX RTgill-W1 3,37 (±0,58) 3,05 (±0,54) 1,58 (±0,35) 
 RTG-2 3,36 (±0,61) 2,7 (±0,49) 1,51 (±0,34) 
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OCT RTgill-W1 0,25 (±0,25) 0,32 (±0,25) 0,37 (±0,26) 
 RTG-2 0,72 (±0,27) 0,51 (±0,26) 0,32 (±0,26) 
THM RTgill-W1 31,77 (±4,97) 29,69 (±4,64) 21,03 (±3,34) 
 RTG-2 31,41 (±4,91) 26,69 (±4,18) 21,79 (±3,41) 
TCS RTgill-W1 0,32 (±0,26) 0,53 (±0,26) 0,09 (±0,25) 
 RTG-2 1,59 (±0,35) 1,71 (±0,37) 1,52 (±0,35) 
 
Tyto predikované hodnoty by mohly sloužit ke srovnání s koncentracemi, které 
jsou detekované v životním prostředí a zhodnotit tak možný toxický vliv na ryby. Např. 
TCS je běžně detekován v povrchových vodách a to v koncentracích do 4 µg.l-1 
a v mořské vodě do 0,1 µg.l-1 (Dhillon et al., 2015). Predikované hodnoty LC50 se 
pohybovaly od 90 do 1 710 µg.l-1. Vzhledem k tomu, že hodnota LC50 představuje 
koncentraci, která způsobuje letalitu u 50 % testovaných organismů, by bylo vhodnější 
s reálnými koncentracemi srovnávat spíše nejnižší koncentraci, která způsobuje nějaký 
efekt (LOEC) nebo NOEC než právě LC50. Uvedená rovnice použitá k přepočtu EC50 na 
LC50 je však určena pro přepočet těchto dvou hodnot. O možnosti užití pro např. EC05, 
která by mohla teoreticky představovat LOEC, není v publikaci žádná zmínka, proto 
byla rovnice použita k predikci LC50 tak, jako je tomu ve výchozí publikaci 




Získaná data jsou měřena na buněčné linii RTgill-W1 v jednotkách pmol.mg 
proteinu.min-1 ± SD. Koncentrace buněk byla oproti ostatním testům zdvojnásobena 
na 100 000 buněk ve 100 µl, neboť nižší počet buněk nevykazoval dostatečnou odezvu 
pro vyhodnocení testu. Upraveno bylo i třepání destičky po přidání 
fluorescamin/acetonitrilového roztoku. Testováno bylo měření fluorescence bez třepání 
destičky, poté s třepáním v intervalech po 5 minutách od 5 do 30 minut. V pokusu bez 
51 
 
třepání destičky nedošlo k dostatečnému promíchání roztoku s buňkami a výsledky pak 
byly v rámci paralel velmi rozdílné. Výsledky v třepaných destičkách se od 10 minut 
třepání velmi nelišily, proto bylo jako finální vybráno třepání destičky po dobu 10 
minut.  
Pro posouzení výsledků EROD je nezbytné výsledky viability zohlednit, neboť 
je důležité znát množství životaschopných buněk na konci experimentu.  V grafech je 
tedy vyjádřen nárůst EROD aktivity oproti kontrolnímu měření bez toxikantu spolu 
s viabilitou sledované látky. Pokud dvě po sobě jdoucí koncentrace byly vyhodnoceny 
jako statisticky významné oproti kontrolní skupině nebo nižší koncentraci, byla u této 
látky předpokládána indukce cytochromu P450 1A a na základě toho byla látka 
označena jako tzv. EROD pozitivní. Opakem je označení látky jako EROD negativní.  
Vlivem výpočtu vznikají vysoké odpovědi u vyšších koncentrací (viz obr. 19), 
kde už se viabilita buněk pohybuje kolem 20 %. To je způsobeno tím, že při nízké 
životaschopnosti buněk se v jednotlivých jamkách nachází jen malé množství proteinu. 
Množství resorufinu je ale stále poměrně vysoké a při výpočtu k získání jednotek 
(pmol.mg proteinu.min-1) vzniká vysoké, pro nízkou viabilitu, nelogické číslo. 
V grafech jsou však tato data ponechána, aby výpočty zůstaly bez zásahů a úprav. 
U nejvyšších koncentrací nebylo detekováno žádné množství proteinů, ve výpočtu se 
tedy dělí 0 a odezva nevzniká. 
U všech chemikálií kromě TCS byl zaznamenán statisticky významný nárůst 
EROD aktivity. Nejvyšší odpověď byla zaznamenána u HDP. 
 
Hexadecylpyridinium chlorid 
Byly testovány koncentrace od 0,25 do 5 µg.ml-1. Z vybraných látek vykazuje 
největší odezvu EROD aktivity. Maxima EROD aktivity bylo dosaženo při koncentraci 
2,5 µg.ml-1, v této koncentraci však viabilita dosahovala maximálně 25 %, takže tuto 
odpověď není možné počítat za relevantní. Odezvy však byly v celém rozsahu 
měřených hodnot statisticky významné, a to v intervalu spolehlivosti 99 %. HDP tedy 
bylo označeno za látku EROD pozitivní, viz obr. 17. V dostupné literatuře bohužel 




Obr. 17: Vyjádření EROD produkce po expozici hexadecylpyridinum chloridu 
(* - p ≤ 0,05, ** - p ≤ 0,01) 
 
Chlorhexidin 
Byly testovány koncentrace od 0,31 do 10 µg.ml-1. Všechny získané hodnoty 
(kromě nejvyšší koncentrace, kdy byla viabilita buněk nulová) vykazovaly statistickou 
odlišnost od kontroly. Maximální odezva EROD byla naměřena při koncentraci 
7,5 µg.ml-1, kdy už se viabilita buněk pohybovala pod 20 %. Předešlé koncentrace však 
vykazují srovnatelnou odezvu a životaschopnost buněk se u těchto koncentrací 
pohybuje okolo 50 % oproti kontrole, viz obr. 18. CHX byl označen jako EROD 


























































Obr. 18: Vyjádření EROD produkce po expozici chlorhexidinu (* - p ≤ 0,05, ** 
- p ≤ 0,01) 
 
Octenidin 
Byly testovány koncentrace od 0,1 do 5 µg.ml-1. Koncentrace v rozmezí 0,1 až 
1,5 µg.ml-1 vykazovaly odezvu, která byla statisticky významná v porovnání 
s kontrolou. Nepočítáme-li koncentraci 1,5 µg.ml-1, kde sice bylo vypočítáno maximum 
odezvy EROD, ale  viabilita v tomto bodě byla příliš nízká, nachází se maximum 
v koncentraci 1,25 µg.ml-1, kde se viabilita pohybovala kolo 50 %, viz obr. 19. I tato 
látka může být označena jako EROD pozitivní. V dostupné literatuře nejsou žádné 

































































Byly testovány koncentrace v rozsahu od 1 do 50 µg.ml-1. Kromě koncentrace 
5 µg.ml-1 a 50 µg.ml-1, kde odezva nevznikla z důvodu viability blížící se nule, 
prokázaly všechny odezvy statistickou významnost. Nejvyšší aktivita EROD byla 
naměřena při koncentraci 30 µg.ml-1, kde se rovnala až trojnásobku odezvy naměřené 
v kontrolním měření, viz obr. 20. THM tedy může být označen jako látka EROD 
pozitivní. 
Podle publikace Waliwitiya et al. (2012) thymol inhibuje aktivitu cytochromu 
P450 o zhruba 5 – 25 % po 16hodinové expozici. Experiment byl proveden s larvami 
Aedes aegypti. V dostupné literatuře bohužel není mnoho experimentů zabývající se 





























































Byly testovány koncentrace v rozmezí 0,1 – 5 µg.ml-1. Efekt triclosanu na EROD 
produkci vykazoval jedinou statistickou rozdílnost v koncentraci 2 µg.ml-1, přičemž 
při této koncentraci už se viabilita pohybuje okolo pouhých 20 % oproti kontrolní 
skupině. Tato chemikálie je tedy jako jediná z vybraných toxikantů označena jako 
EROD negativní (viz obr. 21). 
Podle publikace Peng et al. (2014) TCS indukoval tvorbu EROD po 6hodinové 
expozici u Daphnia magna. Nicméně po 24 hod expozici byla aktivita cytochromu P450 
inhibována u všech testovaných koncentrací. Hanioka et al. (1996) uvádí, že akutní 
expozice triclosanu způsobila inhibici EROD v jaterních mikrozomech potkana. Bylo 
zaznamenáno, že TCS může mít přímý účinek na mitochondrie, zejména narušení 
























































Obr. 21: Vyjádření EROD produkce po expozici triclosanu (* - p ≤ 0,05, ** - p ≤ 
0,01) 
Buněčná linie RTgill-W1 je sice jednou z citlivějších linií pstruha duhového, 
avšak pro tento test by bylo vhodnější použít např. linii izolovanou z jater RTL-W1, 
která by pravděpodobně ukazovala dostatečnou odezvu i při nižší koncentraci buněk 
jako tomu bylo v publikaci Kienzler et al. (2012) nebo Franco et al. (2018). Některé 
látky, AhR agonisti, však mohou být metabolizovány dříve, než se dostanou do jater. 
Nicméně je možné měřit EROD aktivitu ve tkáni, která je přímo vystavená vodě, jako 
jsou právě žábry (Levine and Oris, 1999). Žábry jsou přímo vystaveny polutantům 
vyskytujícím se ve vodním prostředí a jsou důležitým místem absorpce znečišťujících 
látek do těla. Agonisté AhR indukují CYP1A  právě v rybích žábrách (Jönsson et al., 
2004). 
Bohužel nebylo možné v dostupné literatuře najít více experimentů věnující se 
těmto látkám a jejich vlivu na zvýšení aktivity cytochromu P450 1A. Nebylo tedy 


























































Studium oxidačního stresu je důležitou kapitolou v oblasti ekotoxikologie 
a toxikologie vůbec. Dá se totiž považovat za možnost detekce kontaminace prostředí, 
za předpokladu, že se prokáže souvislost mezi xenobiotikem, které vyvolává oxidační 
změny a výskytem typických markerů oxidačního poškození. Tento fakt je významný 
pro posouzení zdravotního stavu ryb, jež jsou součástí lidského potravního řetězce 
(Lushchak, 2011). 
Získaná data jsou měřena na buněčné linii RTgill-W1. Výsledné hodnoty byly 
vyjádřeny jako průměr 3 paralelních měření spolu se směrodatnými odchylkami. 
V grafech je vyjádřena procentuální změna ROS po 2 hodinách expozice toxikantu 
vztažena k tzv. solvent kontrole (kontrola vlivu rozpouštědla). Ze škály měřených 
časových intervalů: čas 0, 30 min, 60 min, 90 min, 2 h, 4 h, 6 h a 24 h byl vybrán pro 
interpretaci výsledků čas 2 h, neboť u všech látek bylo dosaženo maxima. Pro 
posouzení ROS je klíčová životaschopnost buněk, protože snížení počtu 
životaschopných buněk může ovlivnit tvorbu ROS. Byla tedy měřena viabilita po 2 
hodinách expozice (data nejsou zobrazena, pouze diskutována u příslušného toxikantu).  
Grafy byly vytvořeny ve statistickém software Microsoft Excel (2007).  
Podle Manzl et al. (2004) je DMSO potencionálním „vychytávačem“ ROS. To 
bylo ale na základě experimentů publikace Bopp et al. (2008) vyhodnoceno jako 
statisticky nevýznamné. 
Obecně platí, že expozice organismů kontaminantům, které vytvářejí ROS, vede 
k indukci nebo k inhibici antioxidačních enzymů. Díky tomu se využívá indikace 
enzymů, které se do antioxidačního systému zapojují, ke studiu expozice znečišťujících 
látek (Peng et al., 2013). U ryb je oxidační stres většinou studován při kontaminaci 
životního prostředí znečišťujícími látky, např. těžkými kovy nebo pesticidy. Oxidační 
stres u ryb je závislý na několika faktorech, které mohou oxidační stres indukovat; 
teplota, hladina rozpuštěného kyslíku ve vodě, salinita, přítomnost kovových iontů, 






Byly testovány koncentrace od 0,25 do 3 µg.ml-1. Maxima ROS produkce bylo 
dosaženo v koncentraci 0,25 µg.ml-1, poté křivka produkce klesá. Koncentraci 2 µg.ml-1 
a následné vyšší koncentrace se jeví jako inhibiční (viz obr. 22), ale viabilita v této 
koncentraci po 2 hodinách expozice dosahovala zhruba 30 % oproti kontrolnímu 
měření. Pokles křivky mohl být způsoben právě nízkým počtem životaschopných 
buněk, takže této části křivky již není věnován zřetel. 
HDP bylo vyhodnoceno na základě hodnoty EC50 jako nejvíce toxickou látkou 
ze všech testovaných chemikálií. Vysoká toxicita by mohla být zprostředkována právě 
vysokou produkcí ROS, ke které dochází v nižších koncentracích (Laville at al., 2004). 
 
Obr. 22: Produkce ROS po 2hodinové expozici hexadecylpyrinium chloridu (* - 
p ≤ 0,05) 
 
Chlorhexidin 
Byly testovány koncentrace od 0,31 do 7,5 µg.ml-1. Viabilita po 2 hodinové 
expozici neklesla u žádné z koncentrací, kromě nejvyšší, pod 70 %. Maxima ROS 
produkce bylo dosaženo v koncentraci 0,31 µg.ml-1, poté křivka klesala, ale i tak je 
produkce statisticky významná až do koncentrace 3,75 µg.ml-1 (viz obr. 23). Nejvyšší 






































Podle experimentu Yeung et al. (2007) chlorhexidin vykazuje jak antioxidační 
tak prooxidační vlastnosti, a to v závislosti na podmínkách, zejména bylo testováno 
zásadité prostředí. Tento výzkum se však týká periodontálních mikroorganismů. Studie 
Li et al. (2014) uvádí, že CHX indukuje superoxidové anionty, podobné výsledky uvádí 
i Gianelli et al. (2008), kteří uvádí indukci ROS u osteoblastické buněčné linie Saos-2. 
Publikace Gümüs et al. (2016) uvádí, že CHX snižuje hladinu oxidativního stresu. 
Testovanou matricí v tomto experimentu byla sliznice potkana. 
 
Obr. 23: Produkce ROS po 2hodinové expozici chlorhexidinu (* - p ≤ 0,05) 
 
Octenidin 
Byly testovány koncentrace od 0,25 do 3 µg.ml-1. Statisticky významné byly 
výsledky u koncentrací 0,25 – 1,5 µg.ml-1, u nichž životaschopnost buněk dosahovala 
u nejvyšší z tohoto rozsahu koncentrací 55 %. Od koncentrace 2 µg.ml-1 se produkce 
snižovala a výsledky už neprokazovaly statistickou významnost (obr. 24). Octenidin 
může být označen za chemikálii indukující ROS. V dostupné literatuře se nevyskytují 




































Obr. 24: Produkce ROS po 2hodinové expozici octenidinu (* - p ≤ 0,05) 
 
Thymol 
Byly testovány koncentrace v rozsahu 1 – 40 µg.ml-1. Křivka klesá v celém svém 
rozsahu a kromě nejnižší koncentrace v řadě jsou všechny hodnoty statisticky významné 
od kontroly (viz obr. 25) Životaschopnost buněk po 2 hodinách expozice se v celém 
rozsahu koncentrační řady pohybuje mezi 70-100 %. Tato chemikálie tedy nemůže být 
označena za induktor tvorby ROS. 
Thymol působí proti oxidativnímu stresu, tedy jako antioxidant, který je nezbytný 
pro inhibici tvorby nebo destrukci volných radikálů, čímž zabraňuje škodlivým účinků 
ROS (Ündeğer et al., 2009, Mohammadi et al., 2018). Antioxidační účinky THM 
































Obr. 25: Produkce ROS po 2hodinové expozici thymolu (* - p ≤ 0,05) 
 
Triclosan 
Byly testovány koncentrace v rozmezí 0,1 – 5 µg.ml-1. TCS je látkou, která podle 
literatury u organismů indukuje tvorbu ROS (Wang et al., 2017, Parenti et al., 2019). 
Zároveň je TCS látkou, která ze všech testovaných chemikálií indukuje největší 
množství ROS. Maximum produkce ROS bylo dosaženo při koncentraci 1,25 µg.ml-1, 
což odpovídá 2,6 násobku kontrolního měření (viz obr. 26). TCS je jediný z testovaných 
látek, kde nebyl zachycen pokles tvorby ROS u vyšších prokazatelně toxických 
koncentrací. Viabilita po 2 hodinách expozice triclosanu dosahuje minimálně 70 % 
u koncentrace 1,5 µg.ml-1, dále klesá k 40 % viability u koncentrace 2,5 µg.ml-1. 
U nejvyšší koncentrace už je viabilita zanedbatelná. Triclosan je tedy možné hodnotit 
jako induktor tvorby ROS. 
Ošetření TCS vede ke zvýšení ROS u nervových kmenových buněk potkana 
(Park et al., 2016). TCS také zvyšuje hladinu ROS v neokortikálních neuronech u myší 






































































Cílem této práce bylo zhodnotit cytotoxicitu, EROD aktivitu a vliv na tvorbu 
ROS u pěti relevantních chemikálií ze skupiny látek PCPs. Mezi hlavní výsledky této 
práce patří: určení hodnoty EC50 vybraných polutantů u dvou tkáňových linií, přičemž 
byla využita metoda kombinující hodnocení tří nezávislých a principiálně odlišných 
indikátorových barviv pro sledování životaschopnosti buněk (metabolická aktivita, 
membránová integrita a membránová integrita lysozomů) a následná predikce LC50 pro 
živé ryby. Výsledky životaschopnosti buněk ukazují, že tkáňová linie RTgill-W1 
izolovaná ze žaber je u testovaných látek sensitivnější než linie RTG-2 izolovaná 
z gonád. Nejvíce toxickou látkou byl HDP a nejméně toxickou THM. 
 EROD aktivita byla zaznamenána u čtyř (HDP, CHX, OCT, THM) z pěti 
testovaných chemikálií, které byly označeny jako tzv. EROD pozitivní. Nejvější odezva 
byla zaznamenána u HDP, kde u relevantních odpovědí dosahovala aktivita EROD až 
osminásobku vůči kontrole.  
Tvorbu ROS indukovali čtyři (HDP, CHX, OCT, TCS) z pěti testovaných látek, 
přičemž největší oxidační stres byl zaznamenán u TCS. U THM byla prokázána 
statisticky významná antioxidační účinost proti tvorbě ROS. 
Vzhledem k tomu, že v dostupné literatuře chybí publikace a experimenty 
věnující se chemikáliím ze skupiny PCPs, a to zejména na rybách jako testovaných 
organismech, jsou poznatky z této práce zcela novými informacemi a jistým přínosem 
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